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1. SNO-HDAC6 形成による酵素活性抑制 
 スクリーニングにより HDAC2 と HDAC6 が SNO 化候補タンパク質として得られたが，
HDAC2 は SNO 化を介した機能抑制を受けることが既に報告されていた．そのため，これま
で報告の無い HDAC6 に着目し，SNO 化に対する影響を検討した．A549 細胞において内在性
HDAC6 は外来および内因性 NO により SNO 化された（図 1A）．また in vitro HDAC6 酵素活
性に対するNOの影響を検討した結果，脱アセチル化活性はNO依存的に有意に抑制された（図
1B）．HDAC6 は細胞質に局在するためエピジェネティクスには直接関係しないが，-tubulin
や heat shock protein 90 などを脱アセチル化することでその機能調節を行うことが知られてい
る．そこで，A549 細胞を NO 刺激した際の-tubulin のアセチル化レベルを検出した．細胞を
各種サイトカインで刺激して NO 合成酵素（NO synthase 2，NOS2）を発現誘導し，NO 産生
量を増加させたところ，アセチル化-tubulin レベルは有意に増加した．一方，NO 依存的アセ
チル化レベルの上昇は NOS 阻害薬である L-NAME によって抑制された（図 1C）． 








2. SNO-DNMT 形成による酵素活性抑制と DNA メチル化への影響 
 DNMT に関しても，SNO 化修飾およびそれによる機能変化に関する報告がなかったことか
ら，詳細に解析した．DNMT には DNMT1，DNMT3A，DNMT3B のアイソフォームが存在し，
いずれも DNA メチル化に関与している．まず，各 DNMT の SNO 化の有無を検討したところ，
すべてのアイソフォームが NO 濃度依存的に SNO 化されることが分かった（図 2A）．また，
変異体を用いた解析より，DNMT3B の SNO 化部位は活性中心と推定される 651 番目のシステ
イン残基（Cys651）であることを見出した． 
つぎに，in vitro DNMT 酵素活性に対する NO の影響を解析したところ，メチル化活性は NO
濃度依存的に抑制された．DNMT はシトシン-グアニン（CpG）配列中のシトシンに対してメ
チル基を転移する酵素である．ゲノム上では遺伝子プロモーター近傍に CpG 配列が高頻度に
集まる領域（CpG アイランド）が存在し，この領域の CpG メチル化の頻度が下流における遺
伝子の転写活性と逆相関する．そこで，NO が遺伝子上流の CpG アイランドのメチル化パタ
ーンおよびそれに伴う転写活性に影響を与えるか否かを検討した．各 DNMT を定常的に発現
する AGS 細胞において，NO 依存的に CpG アイランドのメチル化パターンが変化する遺伝子
をバイサルファイトシーケンス法により探索した．その結果，がん遺伝子の一つである Ccnd2
（Cyclin D2）の CpG アイランドの一部が時間依存的に脱メチル化されることを見出した（図



















































図 1.（A）サイトカイン（TNF-, IFN-）刺激による NOS2 活性化を介した SNO-HDAC6 形成． 
（B）HDAC6 酵素活性に対する NO の影響．TSA = tubastatin A（HDAC6 阻害薬）．*p < 0.05． 
（C）-Tubulin アセチル化レベルに対する NO の影響． 




















3. DNMT 特異的 SNO 化阻害能を有する化合物（DBIC）の単離と薬理学的特性 
SNO-DNMT 形成の CpG アイランド脱メチル化への寄与を明らかにするために，DNMT3 特
異的な SNO 化阻害薬の作出を試みた．In silico スクリーニングを用いて，約 400 万化合物ラ
イブラリーから DNMT3B の Cys651 近傍に作用する化合物を探索した結果，その構造から
DBIC と名付けた候補化合物を単離することに成功した（特願 2017-056367）（図 3A）．DBIC




分子構造を短縮した誘導体（DBIC-neg2）を作製し，DNMT3B に対する SNO 化阻害能を調べ
た．加えて，DBIC との安定な結合に重要と予測されたアミノ酸残基を置換した DNMT3B 変
異体を作製し，DBIC の効果を調べた．その結果，二つの誘導体ならびに DNMT 変異体では
SNO 化阻害能が消失したことから，DBIC は DNMT3 特異的に作用することが示された．  
つぎに，DBIC の NO 依存的な DNA 脱メチル化への影響について検討したところ，NO によ
る Ccnd2 の CpG アイランド脱メチル化と転写活性化は DBIC によって有意に抑制された（図
3C）．また，NO の長時間曝露により AGS 細胞の増殖能が亢進したが，DBIC はその増殖を有
意に抑制した．一方，DBIC には各種培養細胞に対する細胞毒性が無いことを確認した．以上




















図 3.（A）DBIC の構造式． 
（B）DBIC 処理による DNMT3B の SNO 化形成阻害． 





図 2.（A）DNMT の SNO 化． 
（B）Ccnd2 遺伝子上流の CpG アイランドにおける NO 依存的な脱メチル化．*p < 0.05．
（C）NO による Ccnd2 の転写誘導．*p < 0.05． 
図 2.（A）DNMT の SNO 化． 
（B）Ccnd2 遺伝子上流の CpG アイランドにおける NO 依存的な脱メチル化．*p < 0.05． 




















































































4. DBIC の炎症発がん抑制効果 





まず，in vitro での NO 誘発性スフェロイド形成に対する DBIC の効果を検討した．QR-32
細胞は良性腫瘍由来であるが，NO の長期間曝露により形質変化し，悪性腫瘍に特徴的なスフ




形成する．本モデルにおいて NOS2 特異的阻害薬である 1400W や DBIC は腫瘍形成を有意に
抑制した．このとき，DBIC-neg1 投与群では抑制を認めなかった．また，腫瘍組織における
SNO-DNMT3B 形成を検討したところ，溶媒投与群と比較して DBIC 前投与群においては SNO
化レベルが有意に低下していた． 




1. HDAC6 の SNO 化は脱アセチル化活性を抑制し，基質タンパク質の一つである-tubulin
のアセチル化修飾を亢進させた． 
2. DNMT は SNO 化により DNA メチル基転移活性が抑制され，特異的な遺伝子上流にお
ける CpG アイランドの脱メチル化とそれに伴う転写活性化を惹起した． 
3. DNMT 特異的な SNO 化阻害能を有する DBIC の単離に成功した．DBIC は NO を介し
たエピジェネティックな遺伝子発現変化を制御した． 
4. 炎症反応依存的な細胞がん化に SNO-DNMT 形成が関与する可能性を見出した． 
  
今後，全ゲノムレベルにおけるレドックス感受性 DNA メチル化部位を解析するための有用
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